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Zusammenfassung 

Fur den biologischen Nachweis der Antibiotika Erythromycin, 
Oxytetracyclin und Penicillin im Huhnerei und in Eiprodukten 
wurden verschiedene T^ststSmme und NShrmedien auf ihre 
Elgnung gepruft. Der Agarlochtest mit Dialysemembran envies 
sich als geeignete Methode. Zur Fixierung der Dialysemem- 
bran im Ndhrboden wurde ein Noppenstempel entwickelt. Auf 
Gaind der Untersuchungen konnen die in der DDR zur Zeit gul- 
tlgen Sperrfrlsten fQr Eier nach erfolgter Antibiotikabehandlung 
bestlktigtwerden. 

Summary 

Biological Inhibitor Test for Detection of Antibiotics in Hen's Egg 
Various test strains and culturihg media were investigated fbr their 
suitability for biological detection of three antibiotics from hen's eggs 
and egg products, erythromycin, pxytetracydine, and penicillin. The 
agar perforation test, using a dialysis membrane, proved to be a suita- 
ble apprpach. Some sort of a knop stamp was developed for anchor- 
age of the dialysis membrane in the culturing medium. These results 
confirmed the validity of valid GDR rules and regulations on embargo 
periods for eggs In the wake of antibiotic treatment: 

Durch die Anwendung von Antibiotika bei Infektionskrankhei- 
ten in dfer Legehennenhaltung muB mit Antibiotikaruckstanden 
In den wahrend und nach der Behandlung gelegten Elem ge- 
rechnet werden. 

Das Ruckstandsverhalten der einzelnen Antibiotika ist abhan- 
gig von der Art des Arzneimittels, der Applikationsart und Do- 
sls, der Verteilung, Bindung und Metabolisierung in den einzel- 
nen Geweben des tlerkorpers und vom Ausscheidungsme- 
chanlsmus. FQr die Ruckstandsblldung im Huhnerei sind die 
physiologischen Besonderheiten der Eiblldung zu beachten. 
Auf Grund der Follikelreifung in unterschiedljchen Wachstumsstadien 
in Form einer Fpilikelhierarchie am Eierstock werden Fremdstoffe in 
unterschiedljcher Menge im Eidotter eingelagert (Anhalt u MItarb 
.1976; Krieg 1966. 197^^Gyte^^ 

In der Friihphaisader Dott^rentwicklung aufgenommene medikamen- 
telle yVirkstOffe werden zum Teil durch ROCkvertjeilung wieder aus dem 
Dotfer'eliminiert.und .unterli^^^ auSerdern durch das spSter einset- 
zende schnelle! Waeh weitbren Verdunnung. In 

der PHa$e des s^^^ den letzten l O d 

vpr deV pviilatipri (bis 2 d vor dem Legedatum) werden mil der erhoh- 
, ten StoffaufOfihme alich Fremdstoffe im Dotter eingelagert. die nicht 
-wieder aus dem Dotter. eliminiert werden: Hieraus resultiert eine l§n- 
• gere Persister>z von Fremdstoffen im Eidotter nach Absinken des Se- 
rumblutspiegeis. Im gereiften Follikel, im Stadium der praovulatori- 
schen Ruhephase, werden infolge unterbrochener Vaskularisierung 
kaum noch Wirkstoffe im Dotter aufgenommen. Dagegen lassen sich 
RuckstSnde von Arzneimittein, die wahrend der letzten 48 h vor der Ei- 
ablage entsprechende Blutspiegefwerte aufwiesen, im Eiklar nachwei- 
sen. Da der Eileiter Resen/eproteine fur die Bildung des Eiklars von 2 
Eiern enthait, sind im Eiklar lelzte Wirkstoffgehalte etwa 1 d nach Errei- 
Chen des Nullwertes Im Blutserum zu enA/arteh. 



Probleme ergeben sich beim biologischen Hemmstoffnachweis durch 
den hohen Anteil unspezifischer Hemmstoffe im Eiklar. Diese sind ma- 
kromolekulare EiweiRverbindungen, die wahrend der Bebrutung des 
Eies den Embryo vor Infektionen durch eingedrungene Bakterien 
schutzen sollen.. Die injabelle 1 angef uhrten EiweiBstoffe sind bei der 
Infektionsabwehr im Eiklar von Bedeutung. 

Durch die bakteriostatiBchen und bakteriziden Eigenschaften der El- 
klarproteine ergeben sich im biologischen Hemmstoffnachweis unspe- 
zifische Hemmzonen, die den Nachweis von Arzneimittelruckstanden 

empfindfich storen. 

Die Untersuchungen hatten den biologischen RQckstands- 
nachweis der Antibiotika Penicillin, Erythromycin und Oxytetra- 
cyclin irn Ei zum Ziel und beinhalten die Ausschaltung unspezi- 
fischer Hemmstoffe im Eiklar, die Auswahl geeigneter Nach- 
weisstamme und Nahrmedien, den Nachweis zugesetzter An- 
tibiotika in Eimasse in vitro sowie die Uberprufung festgelegter 
Karenzzeiten nach der Behandlung von Huhnern mit Antibio- 
tika. 



Ausschaltung unspezifischer Hemmstoffe 

Material und Methode 

Je 40 Eiklarproben. 40 Eigelbproben und 20 Volleiproben von gesun- 
den unbehandelten Tieren wurden homogenlsiert und im Agarlochtest 
in eIn Sporen-Agar-Gemisch (Peptonagar pH 6.8 mit Sporensuspen- 
sion Baciltus (Bsc) subtilis ATCC6633) pipettiert. Das Eimaterial 
wurde im rohen Zustand, Im erhiuten Zustand (Probenerhitzung Im 
Wasserbad bei 70 'C. Erhitzungsdauer fur Eiklar 5, 10 und ISmfn, fQr 
Elgelt) und Vollei ISmin) sowie im rohen Zustand unter VenA^endung 
der Dialysemembran Nephrophan in den NahdDoden verbracht. Die 
Auswertung erfolgte nach 18h Bebrutung bei 37 "^C. 
Zur Fixierung der Dialysemembran Im NShrboden wurde ein Noppen- 
stempel aus. Silikonkautschuk entwickelt, der eine optimale Diffusion 
durch die Dialysemembran gew§hrleistet. • 



Tabelle 1 : Eiwei^^tpff^ Im.Eikrar.die fbr die Infektionsabwehr vpriBe-^ . 
deutungsind (Board 1969; Garibaldi i 960; St^^^^^^ 
.1974).- ■ " .:■ f : \ i-X'yy 



EiweiBstoffe 



%rGeh^|tarn.. 
Prptelnariieii . 
. de$ Eiklars ' 



. ;Wirkung.; 



Dieser Beitrag Ist Hen^ Ob.-Vet.-Rat Prof. Dr. G. Scheibner. Berlin, 
zum 60. Geburtstag gewidmel. 
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Lysozym 


3.5 


Conaibunim 


13 


Ovornucoid 


11 


Ovoinhibitor 


0,1 


Avidin 


0,05 


Apoprotein 


n. n. 



Zerst6rung der Zeltwandsub- 
stanzeh grampositiver Bakterien 
Fixiemng u. Agglutination gram- • 
negativer Bakterien im alkati- 
schen Milieu 

Bindung vpn Eisen, Kupfer, 
Mangan, Zink 
Bindung von Trypsin 
ZerstOrung der Protease von 
Pilzen • 

Bindung von Biotin 
Bindung von Riboflavin 



und alle 4 Wochen auf f rischem SchrSgagar passagiert. 2ur Charakte- 
risierung der Feldstamme erfolgte eine Vordifferenzierung (Grobdiffe- 
renzierung) mit folgenden Tests: Gramfarbung, Zytochromoxydase, 
Beweglichkeit im U-R6hrchen sowie Oxldalioas-Fermenlations-Lei- 
slung (Hugh-Leifson-Medium). Im AnschluB an die Grobdifferenzie- 
rung wurden die isolierten Enterobakterien in weiteren 31 biochemi- 
schen Reaktionen mit dem Ziel der Zuordnun^ zu den einzelnen Spe- 
cies gepruft. Die Durchfuhrung der biochemischen Methoden (lange 
Bunte Reihe) erfolgte im wesentiichen nach den Angaben von Sergey 
(1984). Die Zubereitung der Medien und die biochemlsche Technik 
wurden nach Angaben des Institutes fur lmmunpr§paratG und Nfihr- 
medien sowie Hallmiann u. Burckhardl (1974), Winkle (1979) und Un- 
sert u. Mitarb. ( 1 970) vorgeriommen. 

Zur Prufung der Enterobacteriaceae-SiSLmme wurden sie auf 5%igem 
Hammelblutagar subkultiviert. Von diesen gewachsenen Kulturen 
passagierten wir jeweils mehrere Kolonien in 5 ml Dexlrosebouillon, 
die den Ausgangspunkt zum Beimpfen der einzelnen Medien bildete. 
Zur Prufung der Eigenschaften der Feld- und Teststamme waren. ein- 
schlieBlich verschiedentlicher Wiederholungen, insgesamt 6000 Re- 
aktionen erforderlteh. Die Zuordnung der Feldstamme zu bestimmten 
Species erfolgte nach Bergey (1 984). 

Die Resistenzprufung der gramnegativen Kulturen erfolgte auf L4- 
Agar als Diffusionstest mit dem Testbesteck des Human-Impfstoffpro- 
duktions- und Forschungsiristitutes Budapest. Von den 156 StSmmen 
wurden jeweils einige Kolonien (1 Ose) in SmlWahrbouilkwi ubertragen 
und 4 h bei 37* 0 bebrOtet. Mit Hllfe einer Pipette fertigten wlr von die- 
ser Suspension in 9,9 ml steriler physiologischer Kochsalzldsung eine 
VerdOnnung von 1 : 1 00 an. Von dieser VerdOnnung wurden 0. 1 ml auf 
L4-Agar OberfOhrt und mit einem sterilen QIas-Spatel glelchmafiig aus- 
gestrfchen. 

Als Wirkstoffe wurden die in der DDR am haufigsten gegen Mastitiden 
eingesetzten antibakterfellen Substanzen gepruft. Es handelte sich urn 
Streptomycin, Oxytetracydin, Neomycin, Penicillin und Sulfaclomid. 
FQr die serologische Untersuchung der isolierten £ co//-Siamme aus 
Mastitiden venwendeten wir die folgenden diagnoslischen Koliseren 
vom Bezirksinstitut f Or Veterinanwesen Dresden: polyvalentes Schwei- 
nekoliserum. polyvalentes Kaiberruhrserum, Kaibersepsisserum 
078:K80 (B), Humankblisemm 02:KI sowie die Kalberseren 
0101 :K32 (CRR354), 0101 :K35 (CRR19), 0101:L30.(CRR) 
0 101 :K28 (CRR 252) und K99. 

Ergebnisse 

Vordifferenzierung der Feldstamme gramnegativer Bakterien 

Die Tabelle 1 1nformiert uber die Eingllederung der Bakterien- 
stSmme in Gattungen. 



f^drphologiscfie Besonderheiten der Kulturen 

ypn den 162 Kulturen wiesen die \47 Enterobacteiiaceae- 
St^mme naeh der B^bfutung (24 h bei 37 X) auf Blut^gjar keine 
w.es^ritiicben Uhtprscliiede irt d^r Kolpnlemoitihdldgi^i^ 
; I^Kuituren /!\c/netofiacfer kphhten wahrend tirtseribr .^ubkiiltir 
o:yleryn0en nur bei einer BelpfdtungstenriperatUr yon 22 
•rtiertemp^^ 

St^mme bildetert abf den Pl^ittfeii is^hr l<lislne feudhte KbtonifehV 

Tabelle 1. Ergisbnisse der Vordifferenzierung von 1(52 Relnkulturein 
gramnegativer Stamrne aus Mastitiden. 

Gram- Zyrto- Glukose* Beweg- Anzahlder 
farbung cfirom- spaltung Hchkeit Stamme 

oxydase- 

reaktion 



EnterobaC' ' 
teriaceae 
Pseudonmas - 
Acinatobacter 
Insgesamt 



F 
O 



d 

+ 



147 = 90,74% 
1= 0,62% 
14?= 8.64% 
162 = 100% 



. Von 1 47 auf Gassner-Agar isolierten Enterobacteriaceae zeig- 
ten 1 44 (97,96 %) eine positive Laktose-Reaktion. Bemerkens- 
wert ist, daB 3 von 1 1 Enterobakterstammen auf Gassner-Agar 
eine negative Laktose-Reaktion zeigten. Es handelte sich da- 
bei urn Enterobacter agglomerans. Bei Venwendung von 
Gassner-Agar reagierten alle Ac/nefobacfer-Stamme negatlv. 
Auf dem 5%igen Hammelblutagar veruisachten nur 22 
(10.26%) E. co//-Stamme Hamolyse in unterschiedllCher 
Starke. 

Biocfyemische Identifizierung der StSmme bis zur Species 
Nach der Vordifferenzierung wurden 90,74% der Kulturen als 
Enterobacteriaceae identifiziert und konnten aufgmnd der 31 
biochemischen Kriterien insgesamt 10 Enterobacteriaceae- 
Arten zugeordnet werden. In der Tabelle 2 sind sie zusammen- 
fassend dargestellt. 

Resistenztest 

Einen Uberblick uber die Vertellung der Wirkstoffempfind- 
lichkeit der gramnegativen Stamme aus Mastitiden gibl die 
Tabelle 3. - 

Objekttrageragglutination 

Von den 117 E. co/AStammen reagierten insgesamt 39% mit 
den polyvalenten Koliseren fur Kalber und Schwelne sowie 
dem Kolisepsisserum (Kalber) und dem Humankoliserum 
02:KI. Irifi einzelnen waren Reaktionen mit dem polyvalenten 
Koliserum (Schwein) amligufigstenvertreten (29 = 24,79%). 
20,51 % der Isolate wurden mit Kaiberruhrserum typisieft, und 
14 Stamme (11,97%) wiesen eine Agglutination mit Kaiber- 
sepsisserum 078:K80) (B) auf. 24 weilere Stamme reagierten 
mil02:Klpositiv. 

Mit den 4 rrwnovalenteh Kaiberseren lieBen sich von den 117 
E co//-Stammen 16 (14%) in verschledene Serogruppen ein- 
ordnen. Innerhalb dieser 16 Isolate wurden 11 mit den Antise- 
ren 0101 :K32 (CRR354) typisiert. Weiterhih lieBen sich von 
den 16 genannten Stammen 5 in die Serogruppe 09:K35 
(CRR 19) und je 4 Stamme in die Serogruppen 0101 •K30 
(CRR) und 0 1 01 : K28 (CRR 252) einordnen. Keipes der Isolate 
reagierte mit K-99 Antigen. 

In den Ergebnissen ist enthalten, daQ eihige Stamme mIt einem 
Oder mehreren Seren gleichzeitig agglutinierten. Von der Ge- 
samtzahl der unlersuchten 1 17 Stamme zeigten 47% keine 
Agglutination. 



Tabell62. Haufigkeitsverteilung der Enterobacteriaceae-Men aus 
Eutersekreten von Mastitiden. 



O - oxydative Glukose-Spaltung; F - fermentative Glukose-Spaltung; 
d - unterschiedliches Verhalten 





Anzahl der 
Kulturen • 
absolut 


Anzahl dei'. 
Kulturen tri . 
. Pfbzenl — 


Ecoll • • 

E. agglomerans 

E. cloacae 

E. intermedium 

Citrobacterdhrersus 

Klebs/pneumonia 

Senatiamarcescens . 

Serratiaodorifera 

Serratiatiquefaciens 

Kluyvera cryqcrescens 

nichtdiff erenzlerte Kulturen 


117 
111 
2 
1 
2 
3 
2 
2 
1 
1 
5 


72,22 
'6,79 
1.23 
0,62 
1.23 
1.85 
1.23 
1,23 
0,^2 
0.62 
3,09 


insgesamt 


247 ' 


90,74 


E. - Escherichia; Ktebs. - Klebsiella (gilt auch fOr Tab, 3 und 4) 



Ergebnisse 

Bei Unbehandelten Proben ohne Dialysemembran waren 
Hemmzonen meBbar: 

Eiklarproben Hemmzonenbceile 3 bis 4 mm bei alien Prbben, 
Eigelbproben Hemmzonenbrelle 1 mm bei 30% der Proben,' 
Volleiproben Hemmzonenbrelte 1 bis 3 mm bei alien Proben. 
Durch Erhitzung der Proben auf 70 °C war nach S.und lOmIn 
Erhitzungszeit nur ein^ teilweise Inaktivierung der Hemmsub- 
stanzen zu beobachten, nach 15min Erhitzungszeit traten 
keine Hemmzonen mehr auf. Durch Einsatz einer Dialyse- 
membran waren Hennmzonen der unbehandelten Proben um 
den Agarlochtest nur diesseits der Dialysemembran zu beob- 
achten, jenseits der Dialysemembran traten keine Hemmzo- 
nen auf. 

Bei Venvendung anderer Keimarten zum Hemmstoffnachweis 
traten im Eiklar teilweise auch jenseits der Dialysemembran 
unspeziflsche Hemmzonen auf; bei Bdc. cereus var. mycoides 
SG756 wurden Hemmzonen bis 1 mm, bei Bac. subtilis EGA 
bis 2 mm und bei Sarcina (Sarc) lutea UEM 7/63 ebenfalfs bis 
2 mm jenseits der Dialysemembran gemessen. 
Als ungeelgnet fQr die angewandte Methode der Abtrennung 
groBmolekularer Stoffe durch die Dialysemembran envies sich 
Bac. stearothermophilus var. caiidolactis C953; bei diesem 
Stamm wurdeh bei der Eiklaruntersuchung Hemmhofe bis zu 
7 mm jensjBits der Dialysemembran gemessen. 

Auswahl geeigneter Nachweisstdmme und NShrmedlen 

Material und Methode . 

Von den Antibiotika Benzyipenicillln-Nalrium, Erythromycinbase und 
Oxytelracyclindihydratbase wurden Phosphatpufferverdunnungsrei- 
hen hergeslellt. die im Agarlochtest in Testmedien (Bakterien- bzw. 
Sporen-Agar-Gemisch) pipettiert und nach 1 h Vordiffusion und 18 h 
BebrOtung bei 30 °C durch Messung der Hemmzonenbreite ausgewer- 
tet wurden. 

Foigende Nachweissl§mme und Nahrmedien wurden geprOft: 
Benzylpeniclllin-Natrium: 

Bac.subtitisBG/K pH6.0 
Sarc. lutea ATCC 941 4 pH 6.0 



Bac. stearothermophilus var. caiidolactis C 953 pH 7,2 



Sarc. /ufea UEM 7/63 
Erythromycinbase: • 
Sarc. lutea ATCC 941 4 
Sac. subtilis BGA 
Oxytetracyclindihydratbase: 
Sac. cereus var. mycoides SG 756 
Bac. subtilis BGA 
Bac. subtilis AJCC 6633 
Verwendete N&hrmedien: 
Peptonagar nach TGL 24 705 81. 2 
Peptonagar entsprechend der Verfugung vom 
20. 7. 1 988 zur Untersuchung von lebenden 
Schlachttieren sowie von Fleisch fur den Export 
auf Hemmstoff ruckstande (unveroffentlfchter 
Teil) 

Multer-HintorvAgar 



PH6.0 

pH8.0 
pH8.0 

pH6,0 
pH6,0 
pH6.8 

ph6,8 



pH6.0undpH8»0 
pH7.2 



Ergebrtisse 

Bei der prufung auf ihre Empflndlichkeit gegen Antibiotikaver- 
dOnnungen in Phosphatpuffer zeigten die einzelnen Test- 
stamme foigende Nachweisgrenzen (Hemmzonenbreite zwi- 
schen 1 bis3mm): 
Benzylpenidllin-Natrfum: 
Bac. subtilis BGA, pH 6,0 

Sarc. lutea ATCC 941 4 pH 6,0 

Bac. stearothermophilus var. caiido- 
lactis pH7,2 
Sarc. lutea UEM 7/63 pH 6^0 

Erythromycinbase: 

Sarc. lutea ATCC 941 4 pH 8,0 

Bac. subtilis BGA pH8,0 
Oxytetracyclindihydratbase: 
Bac. cereus var. mycocide$ SG 756 pH 6,0 
Bac. subtilis BGA 6,0 pH 

Bad. subtilis ATCC 6633 pH 6,8 



0.025 IE/ml, 
0.025 IE/ml, 

0.0032 IE/ml, 
0,0125 IE/ml; 

0,025 /ig/ml, 
0,05 Mg/ml; 



0,3 /ig/ml, 
0,3/ig/mI, 
0.2/ig/mL 



Der zum Penicillinnachweis als empfindllchster Stamm ermit- 
telte Bac. stearothermophilus erwies sIch leider fur die Unter- 
suchungen von Eimalerial nach der angewandten Methode 



VerdOnnungs- 
stufe 


Standardverdunnung Eiklar 
Phosphatpuffer . 


% 


Eigelb 
mm 


% 


. Vollei 
mm 


% 


Eipulver 
mm 


% 


Tesjstamm:55wc. 


/urea UEM 7/63 . 
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;tesfetauT^ AXjCG.9414 • 
•rEr^iirprnypih 

;ft4^ .^0/rtil ' ' . ; 8,9; . • . . 

:;g,2 ^g/mf . 7;6^ 

0,1 ^ig/ml / 5.7 

0.05 ^JQ/m\ '3,2 

0,025 pg/m) 1,1 

0,0125//g/ml 0 



.7;6 
. 6.1 
4,1 
3.0 
0,9 
0 



Teststamm: Bac. cereus var. mycoides SG 756 
Oxytetracyclindihydratbase 

1,0 /ig/ml 6.8 , . 5,4 

0,8/ig/ml 4.3 4,1 

OSpQ/mi 3.8 3.9 

0,4 /ig/ml 3,3 2,4 

0,2/ig/mi 0,5 0* 

0,1 /ig/ml ' O 0 



.85 

8b 

72. 

94 

82 



93 
95 
103 
73 



.6,6. . 


74 


6.1 


. 69 . 


":■ 6,5 


. 73 


4,3- 


57 


4,a . 


.63 


\ 4>5 . 


. 59 


2.4 


42 


3,0 


53 


2.5 


: 44 


0.1 


3 


0,9 


. 28 


0.5 


•16 


0. 




0 . 






0 




0 









3,6 

2,0 

1,6 

0.5 

0 

0 



62 
47 
42 
15 



4.6 
3,4 
2S 
1.4 
0 

0 



79 
79 
68 
4,2 



4,6 

3,5 

3.0 

.0,5 

0 

0 



79 
81 
79 
15 



Tabelle 3. NachweisempfindlichkQit der StSmme in Phosphalpuffer und eimateriaJ. 



Antibtottkum Teststamm 



Benzylpeni- 

ci)lin-Na 

Erythro- 

mycinbase 

Oxytetra- 

cyclindi- 

hydratbase 



. Sarc.lutea 
UEM7/63 

. Sarc, lutea 
ATCC9414 
Bac. cereus 
var. myco- 
idesSG756 



Phosphal- 
puffer- 
standard 



0,0125 

tE/ml 

0.025 

/i/ml 

0.3 

/i/ml 



nachgewiesene Empfindlichkeit 
Eiklar Eigelb Vollei 



0.0125 

IE/ml 

0.05 

/i/ml 

0.4 



0.0125 

IE/ml 

0.1 

/i/ml 

0.7 

/i/ml 



0.125 

IE/ml 

0.1 

/i/ml 

0.5 

Ai/ml 



Vollei- 
putver 



0,025 
IBnr^l 
0.1 

/i/ml " 

0.5 

/i/ml 



WHOForderung 
Vollei ' 



0.03 
IE/ml 
0.3 

/i/ml 
0.3 

fj/m\ 



wegen groBer unspezifischer Hennmh6fe auch jenseits der 
Dialysemembran als ungeeignet. 



PrOfung der EiweiBbinduhg (Wiederf Indungsversuche) 

Material und Methode 

Verdunriungsreihen der Antibiotika wurden in Eiklarmasse. Eigelb- 
masse, VoMelmass^ sowie aufgel6stem Volleipulver hergestellt. Hier 
erfolgte.elne pH-Korrektur zum Nachwels von Penicillin und Oxytetra- 
cyclin im Eiklar und in Vdlfelmdsse mit 1 n HCf auf pH6.0 und zum 
Nachweis von Erythromycin im Eigelb mIt 1 n NaOH auf pHS.O. 
Zur PrOfung der ElweiBbindung Wurden die mit Antibiotika 
versetzten Elmassen 30min einer Schuttelbehandlung und weitere 
30 min einer BebrQtung bei 37^ 6 unterzogen. 
Parallel zu den Antibiotikaverdunnungen In Eimasse wurden Stan* 
dardverdunnungen in Phosphatpufferlosung gleicher Konzentration 
ausgesetzt. Beide Ansatze wurden in ein Nahrboden-Teslkeimge- 
misch mIt Dialysemembran verimpft, nach 1 h Vordiftussion 18 h bei 
30*^0 bebrutet und anschlieQend ausgewertet. 



Ergebnisse 

Die Ergebnisse disr Wiiederflndungsversuche sind In Tabelle 2 
enthalten. 

Aus Tabelle 2 ist ersichtllch, daB im Eigelb eine starkere Bin- 
dung der Antibiotika an EiweiBe erfolgte als im Eiklar DIese 
Tendenz war in den Versuchen mit Oxytetracyclin und Erythro- 
mycin deutlich ausgepragt, beim Penicillin nur in geringem 
MaBe. Im Vollei erfolgte die Eiweif3bindung entsprechend den 
Anteilen von Eigelb und Eiklar. Die Bindung an die EiweiBe 
stieg bei niedrigen Antibiotikakonzentrationen, wShrend bei 
hoheren Antibiotikakonzentrationen die Wiederflndungsrate 
groBerwar 

Aus deaWiederfindungsvefsuchen ergab sich die in Tabelle 3 
.angegebene Naehweisempfindlichkfeit der Stamme fur das je- 
weilige Antiblotikum im Elmateiiki: 



Nachweis von Rpckstdriden in Elern behandelter Tiere 

Material and Methode 

Die Antibiotika Aviapen. ErythromyztnrPutver 20 und Ursocyclin-Pul- 
ver 20 wurden oral mit der Knopfsonde an Legehennen Verabrelcht. 
die Tagesdosis wurde in 2 gleichen Einzeldosen appliziert. 
Von alien anfallenden Eiem ab 1 . Behandlungstag bis zum Vdrliegen 
von mindestens 3 negativen Gelegen nach der Behandtung wurden 
Erklar und Eigelb getrennt im Agartochtest mit Dialysemembran mit Je- 
wells 2 empfindlichen NachweisstSmmen auf Hemmstoffruckst§nde 
untersucht 



Ergebnisse 

pie Untersuchungsergebnisse der Eier behandelter Tiere sind 
-im Tabelle 5 aufgelislet 
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Tabelle 4. Orale Applikation von antibiotikahaltigen Arzneimitteln. 



Arzneimittel' 


Tagesdosis 


Behandlungsdauer 


Aviapen 


0.025 gArznei- 
mittel/kg 
Korpermasse ^ 
10000IE/kg 
Kdrpermasse 


4d 


Erythromyzin-Pulver . 


O.ISgArznei- 

mittel/kg 

Kdrpermasse 

^ 0,03 g Erythromy- 

cinbase/kg 


3d 


Ursocyclin-Pulver 


Korpermasse 




0.5 g Arznei- 

mittel/kg 

Kdrpermasse 

^0.>gOTC/kg 

Korpermasse 


5d 



OTC-Oxytetracylih 



Dtskusslon 

Bei der Uniersuchung von Eimaterial auf Antibiotikaruckstande 
mit dem blologlschen Hemmstoffnachweis mussen unspezifl- 
sche. das Bakterienwachstum hemmende Substanzen. die 
' insbesbndere.im Eiklar vorhanderi sind, zur Vermeidung von 
falsch positiven Ergebnissen ausgeschaltet werden. Mdglich- 
keiten dazu sind in der Erhitzung des Untersuchungsmaterials 
auf 70**C fur 15 min oder durcH Venvendung einer Dialyse- 
membran gegeljen. Da bei der Erhitzung des Untersuchungs- 
materials mit vyirkungsverlusten der Antibiotika gerechnet wer- 
den muB und da die durch Erhitzung bedlngte Koagulation des 
Eimaterials die Diffusion In den Nahrboden erschwert, ist die 
Verwendung einer Dialysemembran im NShi-bod^n das Mittel 
der Wahl. Sac. stearothermophilus war fur diese Untefsu- 
chungsmethode als Teststamnri wegen brelter unspezifischer 
Hemmzonen auch jeriseits der Dialysemembran iingfeeignet, 
MIt alleri.ahdereh verwendeten.Teststammen warelne eindeu- 
tige Auswertting moglich, da jehselts der. Dialysememtiran 
durch uhspezifische Hemmstoffe nur schmale Hemmzonen 
unterhdib des als positiv zu wertenden Biereiches (2 mm) beob- 
achtet wurden. 

Die in der Literatur (Anhalt u. Mitarb. .1976; Krieg 1966, 1972; 
Gylstorff 1 968) benannten besonderen Ausscheldungsrnecha- 
nismen von Fremdstoffen uber das Huhnerei kdhnen arihand 
der eigeneh Untersuchungen bestatigt werden. Ruckst^nde 
der untersuchten Antibiotika wurden wahrend.der Behandiung 
stets zuerst im Eiklar nachgewiesen. uber das Eigelb Erfolgte 
■die Ausscheidung verzogert. Eine Antibiotikaausscheidung 
uber das Eiklar konnte maximal bis zum 3. d nach der Behand- 
lung nachgewiesen werden. wShrend u^r das Eigelb Ruck- 
stande bis maximal 6 d nach der Behandiung hachwels^r wa- 
reh. 



Tabelle 5. Ergebnisse der Untersu chungen von Bern behandelter Tiere auf Hemmstoffrilckstande. 

Aviapen - : 



Versuchstag: 


1 


2 


3 


4 


5 . 


6 


7 


8 


9 


10 










Summe 
der positiven 
Proben 


Tf^n DArh F^^onHini tnri 

der Arnznaimittelverabreichitngi 










1 


2 


3 


4 


5 


6 










ZaN der untersuchten Eier 


11 


13 


11 


14 


13 


10 


13 


11 


8 


8 












Zahl der cositiven Proben 




















EiklarSa/c. tutea UEM 


n 


0 


1 


1 


2 


0 


0 


- 0 


0 


0 










12 
13 
4 


Eiklar Sac vnhtili^ A 

^irviai 00*0, OWWiO DV3M 


0 


1 


3 


5 


4 


0 


0 


0 


0 


0 












0 


0 


0 


4 


0 


0 


0 


0 


0 


.0 










Eioeibfidc ^iih////<5 Rf^A 


O 


0 


0 


5 


0 


0 


0 


0 


0 


0 










5 


Erythromyzin^Pulver 20 
































versucnsiag. 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 




14 




Tfina r\skf*h R^anriint inn 
• aijcf 1 law 1 owi luiyui ly 


















der Arzneimittelverabreicbung * 








1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 




Zahl der untersuchten Eier 


14 


12 


15 


9 


12 


16 


6 


15 


.15 


10 


13 


14 


15 


13 




Zahl der positiven Proben 


















Eiklar Sara, lutea AtCC 941 4 


0 


12 


15 


9 


4 


0 


0 


0 


0 












40 
6 
60 

i ■ ■ 


Eik{ardac. subtilis 6GA 


2 


4 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 












Eigelb Sara, tutea ATCC 941 4 


. 0 


i. 


10 


9 


9 


13 


6 


11 


1 


0 


0 


0 


0 


0 


Eigelb Bac. subtilis BGA 


0 


0 


.0 


1 


P 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


UrsocylirvPulver 20- 
































Versuchstag: 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 








Tage nach Beendigung 






















derArzneimittelverabreichung - 












1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 









Zahl der untersuchten Eier 
Zahl der positiven Proben 
Eiklar Sac. cereus var. mycoides 
Eigelb Bac. cereus var. myciodes 
Eigelb Bac, subtiiis ATCC 6633 



17 16 16 16 14 10 16 13 10 7 11 13 



0 
0 
0 



0 12 
0 0 
0 0 



13 
0 
0 



6 10 
0 6 
0 3 



45 
14 
5 



Tabelle 6. Sperrfristen fOr Eier yon HQhnefn, die mit Antibiotika be- 
handelt wurden. 



antibiottkahaltiges 


Nachweis im 


Sperrtrist fur Eier 


Arzneirnittel 


Versuch nach der 


nach der letzten 




letzten Behandlung 


Behandlung • 


Aviapen 


Id 


Id 


Erythromyzin-Pulver 20 


6d 


9d 


Ursocyclinpulver 20 


4d 


4d 



Die Wiederfindungsversuche ergaben bei alien untersuchten 
Antibiotika eine starkere EiwelBbindung im Eigelb. wahrend im 
Eiklar hohere Wiederfindungsraten zu beobachten waren. Die 
von Scholtan (1968) beschriebene starkere EiweiBblndung 
von Antibiotika bei niedrigen Konzenlrationen des Arzneimlt- 
tels und die hdhere Wiederfindungsrate durch erhohten Antel! 
an freien Antibiotika bei starkeren Konzentratfonen des Arznei- 
rnittels kdnnen dtirch die eigenen Uritersuchungeri bestatigt 
werden. Die relativ stairken Schwanktihgen der Einzelwerte 
Konhen dur<:h ungleichmaBige Verteilung der Antibiptika frn Ei- 
mkt^rial pdfer durch die geririge Anzahl der Einzeluntersuchun- 
gen (die ahgegeberien Werte sind.Mittelwerte von JeWeifeB. bei 
Penicijiin von jeweils pur4 Uhtersuchungsreiheh) bedjngit sein. 
.AIS;geeignet6.Nachweissta fur Ruckst^nde in Elern kon- 
^n auf Grund der Uhtersufchungen empfohlen vy^erden: 

Penicillinruckstande 

Ertipfohlene Teststimme: 

Bac. subtilis BGK 
Sarc. /urea UEM 7/63. 

In Phosphatpuffer erwies sich Sarc. lutea UEM 7/63 als emp- 
findlicher, in den Ausscheidungsversuchen wurde jedoch mit 
Sac. subtilis BGA eine geringgradig hohere Anzahl positlver . 
Proben ermittelt. Beide Stfimme kdnnen zum Nachweis einge- 
setzt werden. 

Empfohfener pH-Wert des Nachwelsmedlums: pH- 6,0. 



ErylhromyzinrOckstSnde 

Empfohlener Teststamm: 
Sarc, lutea ATCC 9414. 

Der Im Ausscheldungsversuch zum Vergleich eingesetzte 
Bac. subtilis BGA envies sich als wenig empfindllch. Empfoh- 
lener pH-Wert des Nachweismediums: phi 8,0, 

Oxytetracyclinruckstande . 

Empfohlener Teststamm: 

Bac. cereus var. mycoides SG 756. 

Der zum Vergleich eingesetzte Stamm Bac. subtilis 
ATCC 6633 wies zwar In den Versuchen mit Phosphatpuffer 
eine hohere Nachweisempfindlichkeit als Bac. cereus auf, 
aber im Ausscheldungsversuch konnte mit ihm nur eine we- 
sentlich geringere Anzahl posltiver Proben ennittelt werden. 
^mpfbhlener pH^Wert des Nachvyelsmediums: pH 6.0. . 

Auf Gruhd der RQckstandsuntersuchungen der Eler beharidel-; 
ter Here kdnnen die zur Zeit fOr Eier gultigen Spei'rfristen bei 
Einhaltung der yorgeschriebeneri Oosierung als gerechtferdgt-. 
angesehen werden. 
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?:'S.5r;r rrsct. IZZ:^'"' •'^^ •^^'^■^-""--"^ ^elp.-^. Wlssenschansbereich MiKrcbiologie «nd Tierseuchep (Le«er: 
Von A. Bergmann und O. Alkaff 

Kode:Rinder.Mikrobiologie.Dlagnostik.Enterobakterlen.Mastitiden , • . 

MiteinerAbbildung (AngenommenamS. Juli 1989) 



Zusammenfassung 

Es wurden 162 graninegative Kulturen untersucht. die in mln- 
destens mittelgradigen Gehallen aus Mastitiden mit makrosko- 
pisch veranderten Sekreten stammten. I^ach Vordifferenzie- 
rung erwiesen sich 147 als Enterobakterlen. 14 als Aclneto- 
bacterunci ^ine als Pseudomonas. Mit Hilfe von 31 blochemi- 
schen Kntenen konnten die Enterobakterien-Stamme 1 0 Arten 
zugeordnet werden. Enterobaeter intermedium. Citrobacter 
^versus. Serratia odorifera und Kluyvera cryocrescens sowie 
die Gattung Aanetobacter wurden dabei erstmals aus Masti- 

?ooo "i-L"'" X ""'^ insgesamt etwa 

6000 ausgefuhnen Testreaktionen 17 Leitkriterien zur Diffe- 
renzierung von Enterobakterien aus Mastitissekreten erarbel- 
tet. In der antibiotischen Empfindlichkeitsprufung mit 5 Wirk- 
s often, die in der DDR am h§uflgsten zur Behandlung von Ma- 
fi^J^ « ©'"pesetzt werden. zeigten die Antibiotika Neomycin 
und Oxvletracyclin eine gute Wirksamkeit in vitro glen 
&c/.e/7ch/a rE.; coti. Bei den anderen differenzierten Entiro: 
SS!?rJ^r'® w Reihenfolge Neomycin. Streptomycin und 
O^etracydin Von dep £ cqtf-St§mmen .aggMinierten 53% 
mitdenverfugbarenRoutioeseren. . 

Summary 

pifleren;iatior» o» Gram^Negative Bacteria, esbeeially Enterobacteria 
. rotnMasthis In cattle wrth tt^^bsccipic^^ 

^^[^J^^'T*'-:^^*^'^'^^^'^'' Showed 147.cultures to be 
S^Srf ^'^'"^♦i^acter. and one pseudomonas. The en 
.terobactenalstrains were assigned to ten species; using 31 biochemi- 
SoS'Irirf"'*""""*^' intermedium. Citrobacter diversus. ^erraZ 
odoritera Kluyvera cryocrescens. and the acinetobacter genus had 

STo*^^ -"^^""^ '^^^^ of cattle. Abou' 

SrrtwLtl^® i?^*"*? "^'^ "^^^ ^ ^ <*erived from them 

S^n^? ^'^".?* o» enterobacteria. Five acUve substances most corn- 
""^^""^ ««sted for their antl- 

wottepotentiality. Neomydn and oxytetracycline exhibited good in vitro 
t^^m^^ (E.) coli. The antibiotic sen^tivify of the 
omer differentiated enterobacteria was found to be in the following 

avail^e routine sera was recorded from 53 percent of the E. coli 
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H.Vr^H c K?^?-- '^""'^ Enterobakterien. insbesondere 
1„ D.^*° ^'o "'^ international einen vorde- 

ren Plate im Spektrum der IVIastiliserreger ein und Ziehen die 
^utmerksamkeit durch Ihren oft akuten Verlauf auf sich Im 
atiologischen Spektrum der Mastitiden der Rinder in der DDR 
?o^r.®"w"'.^~''^'**^"^"' insbesondere E co// mit etwa 5 bis 
wit ' « t^l'^V^^'^' <"3'=^ den Streptokok- 

ken auOerhalb derGruppe B. Galtstreptokokken und Staphylo- 
kokken) in der HSufigkeit ein. ^ 
Nachdem in den vergangenen iiber 50 Jahren fiir das Territo- 
num der DDR keine ausfiihrllche Differenzlemng von gramne- 
Mmllm Rindermastitiden verSffenUicht wurde. 

.^5'^,5!f' ^'^"""9 der vorliegenden Untersuchungen zu- 
nachst die Differenzierang gramnegativer Stimme aus Rinder- 
maswiden versdiiedener Regiohen der DDR. Die-uhtersuch- 
ten Stamme wurden hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegen 
die in der DDR zur Behandlung von IVIastitiden am hiufigsten 
eingeseteten Wirkstoffe gepriift. Bakterienstamme. welche zu 
£ coll gehdren. sollten mit den in der RouUnediagnostik zur 
Verfugung stehenden Antiseren agglutiniert warden. 

Material.und IMethode 

Aul Anforderung Qbersandten uns Milchhygiene-AbfeilunQen der Ba^ 

:S "Pshairtff^'r" 9'^n^SJ'enaSeri^ 
"5? "ant'e'te sich um Relnkulturen. die in mindestens mittel- 

Wrf .of " ® o-^^^" *^''"d«P ""akroskopisch vertnderte^S 
kreten von Rindem teoliert wurden. Im Fair der Isolate aus dert? B^ 
z.*s.nstrtuf for Veterin&wesen Dresden erhlelten wir K^n dertn 
PhagozytoseimMilchsedimentpraparatmikroskopischnaSiw^^^^ 

^^T^ Written der Arbeitsanweisung „l^lchprob^n 
n?« n«i^ T ^^"^J) "erdenuntersuchungen- vom i. 4 1985. 

&e/ILrf!^"T! insgesamt 19 Vertreter der Gattungen 

rZ^'J^F - f Samtliche Teststamme Ober^ 

p^ften wir u. a zur Testung unserer Medien in der Bunten Reihe, 

4fl ; ""d Teststamme wurden auf Hammelblutagar in ROf^chen 
als Schragagarkultur bei KOhlschranktemperatur um S-C aiifbewaM ' 
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Weitere Erfahrungen mit der Abgrenzung lysozymbedingter unspezifischer 
Reaktionen im allgemeinen Hemmstofftest 

Von G. van der Wall 

Aus dem Staatlichen Veterinaruntersuchungsamt Braunschweig 
Leiter: Veterinardirektor Dr. Heinert 



IfTi Nachgang zu unserer o.a. Mittejiung.geben wir hier noch 
©'"^9© Ergebnisse beKannt, welche wir in derZwischenzeit bei 
der.Durchfuhrung des Hemmsiofftestes und;cles yon uKs be- 
schriebenen Oltferenzierungsverf^hrenS^^^^^ konnten. 
Zunachst versucrtten wir abzqklai'iBn/qb.tind;^^^ 
fange auch bei anderen Ti^rarten alsderii SchvyWin lysozyrn 
dingte Lysishofe auf den. Subtiiisglatten; Hj^iilmhoiEe vortau- 
sqhen qnd somiteine Fehibe.urteilung ve^^^ In 
dieser Versuchsreihe wurdeh wIedWum. riuri Nieren 
well nur bei diesen bislang stdr^ride iiysozyrrir^aKtibneh zu 
beobachten waren. Die Untersuchungen hattert folgende Er- 
gebnisse: 



105 Nieren 



60 Nieren 



27 Nieren 



1. RIND (BuHe, Parse. Fresser. Kuh): 130 Nieren 

a) davon ohne Lysozym: 29 
davon mit Hemmstoffen: 1 

b) mit Lysozym: 101 
davon mit Reaktion auf Subtilis: 2 
mit Lysozym und Hemmstoffen: 13 

2. KALB: 

a) davon ohne Lysozym: 81 
davon mit Hemmstoffen: 3 

b) mit Lysozym: 24 
davon mit Reaktion auf Subtilis: 
mit Lysozym und Hemmstoffen: 

3. PFERD: 

a) davon ohne Lysozym: - 

b) . mit Lysozym: 60 
davon mit Reaktion auf Subtilis: 1 1 
mit Lysozym und Hemmstoffen: 6 

4. SCHAF: 

a) davon ohne Lysozym: 4 
davon mit Hemmstoffen: - 

b) mit Lysozym: 23 
davon mit Reaktion auf Subtilis: - 
mit Lysozym und Hemmstoffen: . 

Hieraus ei-gibt sich. daB bei Pferden stets mit dem Vorhanden- 
sem von Lysozym zu rechnen ist und In relativ hohem Anteil 
auch auf den Subtillsplatten geringe lysozymbedingte Lysis- 
hofe auftreten konnen - unseren Erfahrungen nach in Berei- 
Chen, die gelegentfich auch zu einer Beanstandung fuhren 
konnten (bis 3 mm). Rinder- und Kalbernieren erwiesen sich 
ebenfalls in hohem MaBe als lysozymhaltig, jedoch waren bei 
Rindern nur gelegentllch Lysozymakttvitaten auf den Subtilis- 
platten zu beobachten und bei Kalbern gar keine; Fehlbeurtei- 
lungen infolge Lysozymwirkung sind somit bei dieser Tierart 
kaum zu befiirchten. 

Die untersuchten Schafsnieren erzeugten in Va der getesteten 
Faile Lysozymaktivitaten auf Micrococcus-Agar, in keinem 
Falle jedoch auch auf Subtilisagar; eine Slorung der Beuriei- 
lung desHemmstoff testes durfte ausdiesemGrunde bei dieser 
Tierari somit kaum zu erwarten sein. 

Im Rahmen dieser Testreihe konnten wir auch in Muskelpro- 
ben Lysozymaktivitaten beobachten; weif bei der Untersu- 
chung von Muskulatur auf Hemmstoffe bislang jedoch noch 
keine Schwierigkeiten durch unspezlfische Reaktionen auftra- 
ten. wurde der Lysozymgehalt in Muskelproben nicht weiter 
verfolgt. 



Zusammenfassend ist zu sagen. daB Pferdenier^n reg^lmaBig; 
die Nieren von Rindern, Kaibern und Schafen haufig Li^so^y^ 
enthalten; lysozymbedingte' falsphrveirdiShtig'e^^ 
positive Hemmstqffreaktiqneii sInd auf Grurid unse^ B0di^ 
achtungen jedoch nur gelegentiich bei Pferden und Vi'^ileic'hl 
auch einmahbeim Rind zu erwarten. Wenn auch die uns zUr 
Verfugung stehehde Prbbenzahl von Pferde* und Schaf^hiefeh 
beschrankt war, lasseh die eindeutigen f efster^ebnisie dc>ibh 
. Qb^ge SchluBfolgeruhgeri zu. J ' 

Die Differenzlerung von echten Hemmstoffen und Lysbzym be- 
reitete auch weiterhin nach der beschriebenen Methodik 
keine Schwierigkeiten. es konnte bei Einsatz von Dialysemem- 
bran und Micrococcus-Agar i.R. auf die Elektrophorese ver- 
zichtet werden. Letztere wlrd nur noch dann eingesetzt. wenn 
eine Bestimmung. urn welche Art antibiotischer Substanzen es 
sich handein konnte. erforderlich erscheint 

Als Dialysemembran verwenden wir jetztCellophan P 325/1 der 
Firma Putz GmbH + Co., Postfach 26. 6204 Taunusstein 4 Die- 
ses Material laBt sich leicht handhaben. ist preiswert und laBt 
bei Anwendung der beschriebenen Methodik im Rahmen des 
allgemeinen Hemmstofftestes u.E. eine sichere Abtrennung 
zwischen Antibioticis und Nieren-Lysozym zu. Es ist dies die- 
selbe Folie. wie sie auch von Forschner und Glende*) verwen- 
.det wurde. 

Die im Rahmen fruherer Untersuchungen getroffene Feststel- 
lung. dafl Subtilis pH 6 infolge spSrllchen Keimwachstums fiir 
die Elektrophorese nicht geeignet sei. kann nicht weiterhin 
aufrechterhalten werden. Weitere Untersuchungen haben zu 
der Erkenntnis gefuhrt, daB gewisse Alterungsprozesse der 
Subtilis-Kulturen uns seinerzeit zu jenen Ergebnissen kommen 
lieBen. 

Ich danke meinen Mitarbeitern, die mir bei vorstehenden Un- 
tersuchungen technische Hilfe gaben. 



Summary 

Kidneys of horses regularly contain Lysozyme, while the kid- 
neys of cattle, calves and sheep contain it frequently. 
False positive or false suspected reactions of inhibitory sub- 
stances due to Lysozyme are occasionally expected for horses, 
for cattle only exceptionally. 

"Cellophan P 325/V of the firm Puetz + Co.. P.O. Box 26. 
D-6204 Taunusstein 4, is suggested as dialyse-membrane. 
Fresh Subtilis-cultures should be used for the determination of 
antibiotics by electrophoresis. 



(siehe: Lysozym - Ursache von unspezifischen Reaktionen 
im mikrobiologischen Hemmstofftest Arch, Le -Hvo 27 
11976). 55-60). ■ 



AnschriftdesVerfassersiStaatliches Veterinaruntersuchungsamt. Oresdenstrafle 6 
3300 Braunschweig. . 



** ilioSSiSlf u-J^' Schwelneniere als Problemorgan beim 

biologlschenHemmslofftest. Fleischwirtschaft 56,226-.28. • 
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